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Beschrelbung 

[0001] Die vorliegende Erflndung betrifft ein Verfahren zum Nachweis und zur Abreicherung von Endotoxinen 
aus einer Probe. 

[0002] Endotoxin (ET) bezeichnet eine Familie von Lipopolysacchariden, die zusammen mit Proteinen und 
Phospholipiden die auftere Zellwand Gram-negativer Bakterien bilden. Endotoxine kommen ausschlielilich in 
dieser Bakteriengruppe vor und spielen eine wichtige Rolle in der Organisation, Stabilitat und Barrierefunktion 
der aufteren Membran. Zahlreiche Bakteriophagen nutzen Endotoxin bzw. allgemein Lipopolysaccharid zur 
spezifischen Erkennung ihrer Wirtsbakterien. 

[0003] Alle Endotoxinvarianten bestehen aus einem Heteropoiysaccharid, das kovalent an Lipid A, gebunden 
ist (Hoist, O., 1999, Chemical structure of the core region of lipopolysaccharides. In: Endotoxin in health and 
disease (Brade, H., Morrison, D.C., Opal, S., Vogel, S. eds,), Marcei Dekker Inc. New York)). Lipid A verankert 
Endotoxin in der aulieren Bakterienmembran. Das Heteropoiysaccharid, das aus einem Herzoligosaccharid 
und dem O-Antigen besteht, zeigt in die umgebende Losung und bestimmtdie serologische Identitat des Bak- 
teriums. Das O-Antigen besteht aus repetitiven Oligosaccharideinheiten, deren Zusammensetzung stammspe- 
zifisch ist (siehe hierzu Hoist et al., supra). Charakteristische Bausteine des Herzoligosaccharids sind 2-Ke- 
to-3-desoxyoctonsaure (KDO) und L-Glycero-D-manno-heptose (Hep). 

[0004] Der konservativste Tei! von Endotoxin verschiedener Gattungen ist das Lipid A. Ahnlich konserviert wie 
Lipid A ist die innere Herzregion, die auliere Herzregion weist bereits eine hohere Variation auf. Die innere 
Herzregion, KDO und Lipid A selbst tragen mehrere Phosphatgruppen als Substituenten und sind so fur die 
negative Ladung von Endotoxin verantwortlich. Daruber hinaus konnen die Phosphatgruppen am Lipid A und 
der Herzregion variabel mit Arabinose, Ethanolamin und Phosphat substituiert sein. Einzeine Saccharidbau- 
steine des O-Antigens sind acetyliert, sialysiert oder glycosyliert. Das O-Antigen variiert aulierdem bezuglich 
der Anzahl repetitiver Einheiten, weshalb die Endotoxin-Population jedes Bakteriums eine gewisse Heteroge- 
nic aufweist (Palva E, T., Makela P. H„ Lipopolysaccharlde heterogeneity in Salmonella typhimurium analyzed 
by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis. Eur J Biochem. 1980; 107(1): 137-43; Goldman 
R. C, Leive L., Heterogeneity of antigenic-side-chain length in lipopolysaccharide from Escherichia coli 0111 
and Salmonella typhimurium LT2., Eur J Biochem. 1980;107(1): 145-53). 

[0005] Endotoxine sind Biomolekule, die ohne entsprechende Vorsichtsmadnahmen in praktisch alien wass- 
rigen Losungen vorzufinden sind. Endotoxine konnen bei Mensch und Tier zu Sepsis, einer starken Fehlreak- 
tion des Immunsystems fuhren. Daher sind z.B. bei der Herstellung von Pharmaproteinen Verunreinigungen 
mit Endotoxin exakt nachzuweisen und in der Folge komplett zu entfernen. Endotoxin stellt ein Problem bei 
gentechnisch hergestellten Arzneimitteln, Gentherapeutika oder Substanzen dar, die in Mensch oder Tier (z.B. 
Tiermedizinische Behandlung oder bei Tierversuchen) injiziert werden. Doch nicht nur bei medizinischen, son- 
dern auch bei Forschungsanwendungen, wie bei Transfektionsexperimenten von Saugerzellen kann eine 
Hemmung bzw. ein Senken der Transfektionseffizienz durch Endotoxin beobachtet werden. 
[0006] Urn Proteine im Rahmen von klinischen Studien einsetzen zu konnen, verlangen die europaische und 
die amerikanische Pharmacopeia, dass die Proteine bestimmte Grenzwerte an Endotoxinbelastung unter- 
schreiten (z.B. Immunserum Globulin 0,91 EU/ml , dies entspricht 5 EU/kg Korpergewicht & Stunde (Dosis = 
EU/kg'h); EU = Endotoxin Unit; FDA (Food and Drug Administration): Guideline on Validation of LAL as End 
Product). Falls ein Medikament bzw. darin enthaltene Proteine eine zu hohe Endotoxinbelastung aufweisen, 
kann dies bis zum Tod des Probanden fuhren. Die fehlgeleitete Immunabwehr schadigt durch eine Uberreak- 
tion den Patienten. Dies kann zu Gewebeentzundungen, Blutdruckabfall, Herzrasen, Thrombose, Schock etc, 
fuhren. Bereits eine langer anhaltende Endotoxin-Exposition in Picogramm-Mengen kann zu chronischen Ne- 
benwirkungen wie z.B. Immunschwachen, septischen Symptomen etc. fuhren. lm Rahmen der Substanzher- 
stellung wird daher, insbesondere bei Prozessen unter „Good Manufacturing Practice" (GMP) Bedingungen, 
versucht, Endotoxin soweit wie moglich abzureichern. Allerdings ist die Endotoxin-Eritfernung bei Proteinen, 
Polysacchariden und DNA problematisch. Gerade bei Proteinen gibt es groBe Probleme durch deren intrinsi- 
sche Eigenschaften wie Ladungszustand oder Hydrophobizitat, die eine Endotoxinentfernung nahezu verhin- 
dern bzw. zu grofien Produktverlusten bei der Entfernungsprozedur fuhren konnen. 

[0007] Derzeit sind nur drei Verfahren zum Endotoxin-Nachweis in biologischen Losungen beschrieben, wo- 
bei nur die beiden ersten Verfahren von der FDA zugelassen sind. 1, „Rabbit Pyrogen Testing": Ein Verfahren, 
bei dem einem lebenden Kaninchen eine Endotoxin-Losung injiziert und damit eine immunreaktion ausgelost 
wird. Diese Endotoxin-verursachte Immunantwort wird tiber die Entwicklung von Fieber nachgewiesen. 2. 
Deutlich besser standardisierbar ist der „Limu!us Amoebocyte Lysate (LAL)" - Test, der derzeit am haufigsten 
verwendete Test (BioWhittacker, Inc., Charles River, Inc., Associates of Cape Cod, Inc., alle USA). Bei diesem 
Verfahren wird die Verklumpung des Blutes des Pfeiischwanzkrebses (Limulus polyphemus) nach Endoto- 
xin-Kontaktgemessen. 3. Eine weitere Moglichkeit ist der Einsatz eines speziellen Zellkultursystems (Steroge- 
ne Inc., USA), mit dem die Aktivierung von Monozyten Qberdie Entstehung bestimmterZytokine verfolgt wird. 
[0008] Die beiden erstgenannten Verfahren sind jedoch sehr teuer (vgl. Konkurrenzvergleich Endoto- 
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xin-Nachweis) und durchden groBen Bedarf an Versuchstieren bzw. an Blutdes sehrseltenen Pfeilschwanz- 
krebses nicht zuletzt aus Tierschutzgrunden bedenklich. Der LAL-Test kann zwar auch miniaturisiert und au- 
tomatisiert werden, hat aber aufgrund geringer Stabilitat der Komponenten massive Nachteile in der Anwen- 
dung. Eine eimnal geoffnete LAL-L6sung mulSdirektweiterverarbeitetund aufgebraucht werden, da die Kom- 
ponenten innerhalb weniger Stunden aggregieren. Furalle Testverfahren istgeschultes Personal notig und die 
Verfahren sind sehr storanfallig, weil z.B. das Immunsystem von Kaninchen auf die gleiche Endotoxindosis 
durchaus unterschiedlich reagieren kann. Das Zeilkultur-Verfahren der Firma Sterogene ist, wie alle Zellkultur- 
verfahren, ebenfalls sehr aufwandig und weist Probleme bei der Standardisierung auf. 
[0009] Insgesamt kann festgestellt werden, dass es kein einfach handhabbares kostengunstiges Verfahren 
zum Endotoxin nachweis gibt und die derzeiteingesetzten Methoden eine Reihe von Nachteilen aufweisen. Es 
besteht daher der Bedarf fur ein Verfahren, das diese Nachteile umgeht. 

[0010] Zur Endotoxinabreicherung aus biologischen Losungen ailgemein gibt es eine Reihe von Verfahren. 
Insbesondere bei Proteinen gibt es allerdings bislang kelne ailgemein anwendbaren Standardverfahren. Die 
jeweils verwendeten Verfahren sind angepasst an die spezifischen Eigenschaften des jeweiligen Proteins und 
auf den entsprechenden Produktionsprozess des Proteins. Es gibt verschiedene Moglichkeiten zur Endotoxi- 
nabreicherung, wobei jedes dieser Verfahren spezifische Vor- und Nachteile aufweist. 
[0011] Die Ultrafiltration (Petsch, D. & Anspach, F. B., 2000, J. Biotechnol. 76, 97-119 und Referenzen darin) 
wird fur Endotoxin-Abreicherungen aus Wasser und Losungen mit niedermolekularen Bestandteilen wie Salze, 
Zucker und Antibiotika verwendet, ist jedoch nicht fur hochmolekulare Proteine oder DNA geeignet. 
[0012] Die 2-Phasen-Extraktion (z.B. WO 0166718, Merck) soil wasserlosliche Proteine und DNA von Endo- 
toxin trennen, bedingt jedoch Detergenzreste im gereinigten Prodtukt. Das Verfahren ist auUerdem durch 
mehrmaliges Wiederholen der Reinigungsprozedur zeitaufwendig. 

[0013] Ebenfalls wird fur die Endotoxinabreicherung aus DNA und basischen Proteinen ein Anionenaustau- 
scher (DEAE)-Verfahren verwendet (z.B. US 5990301, Qiagen; WO 9414837, Enzon), das jedoch eine niedri- 
ge lonenstarke (< 50 mM NaCI) voraussetzt und zu einer Protein Co-Adsorption bei sauren Proteinen fuhrt. 
[0014] Ein weiteres Verfahren zur Endotoxinabreicherung aus DNA und Proteinen (z.B. BSA, Myoglobin, 
gamma-Globulin, Cytochrom C) ist die Affinitats-Adsorption (z. B, Polymyxin B, Histamine, Histidin, Polylysin) 
z.B. GB 2192633 (Hammersmith Hospital), die jedoch im Fall von Polymyxin B toxisch ist und bei niedrigen 
lonenstarken zur Co-Adsorption von Proteinen fuhren kann. 

[0015] Weiterhin wird die Immum-Affinitats-Chromatographie eingesetzt, wobei die Spezifitat fur bestimmte 
Endotoxine nur iiber teure Antikorper (US 5179018, Centocor; WO 0008463, Bioserv) gegen Herz-Oligosac- 
charid erreicht werden kann. 

[0016] Ferner wird das S3delta-Peptid (WO 0127289) des Faktors C (eines Bestandteils des LAL-Tests) (WO 
9915676 beide: National University of Singapur) bei Proteinen (z.B. BSA, Chymotrypsinogen) verwendet, wo- 
bei Jedoch dieses Verfahren eine geringe Effizienz bei hohen lonenstarken besitzt und die hohen Herstellkos- 
ten (Produktion in Insekten-Zellkultur) hinzukommen. 

[0017] In der Anwendung in derpharmazeutischen Industrie befinden sichfiirProteinldsungen, angepasst an 
die Eigenschaften der Zielproteine im wesentlichen drei Verfahren: 

- An ione n austau sche rchromatog raph ie 

. - Reversed-Phase Chromatographie; Diese hat den Nachteil, dass sie nicht furalle Proteine gleichermaEen 
geeignet, - insbesondere bei hydrophoben Proteinen problematisch ist. Damberhinaus ist dieses Verfahren 
sehrzeitintensiv. 

- RemTox (Fa. Millipore): Dieses Verfahren hat den Nachteil, das neben einer sehr langen Inkubationsdau- 
er, der unspezifische Bindungsanteil hoch ist, und die Proteinwiederfindung oftmals nicht ausreichend ist. 

[0018] Eine grobe Endotoxin-Abreicherung von Proteinen auf einen Wert bis zu 10 EU/ml ist mit den beste- 
henden Verfahren in vielen Fallen moglich. Die verbleibende Konzentration an Endotoxin wirkt jedoch immer 
noch toxisch. Eine weitere Abreicherung (=Feinreinigung) ist daher geboten bzw. abhangig von der Dosis des 
Proteins in der medizinischen Anwendung, von der Europaischen Pharmacopeia (z.B. 5 EU/kg Korpergewicht 
und Stunde in intravenosen Anwendungen) und der FDA verbindlich vorgeschrieben. Allerdings ist diese Fein- 
reinigung mit vorhandenen Methoden oft nicht zufriedenstellend gewahrleistet. Die marktgangigen Verfahren 
weisen hier erhebliche Nachteile auf und sind bei bestimmten Proteinen oft nicht, oder nur unter erheblichen 
Verlusten des Zielproteins, anwendbar. 

[001 9] Daher liegt der Erfindung die Aufgabe zu Grunde, ein Verfahren bereitzustellen, das Endotoxine in Pro- 
ben nachweisen kann. Der Erfindung liegt ferner die Aufgabe zu Grunde, ein Verfahren bereitzustellen, mit 
dem Endotoxine aus wassrigen Losungen entfernt werden konnen. 

[0020] Die Aufgaben werden durch den in den Patentanspruchen definierten Gegenstand gelost. 
[0021] Die nachfolgenden Figuren erlautem die Erfindung. 

[0022] Fig. 1 zeigt eine schematische Obersicht der chemischen Struktur von Endotoxin aus E. coli 0111 : 
B4. Hep = L-Glycero-D-manno-heptose; Gal = Galactose; Glc = Glucose; KDO = 2-Keto-3-desoxyoctonsaure; 
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NGa = N-Acetyl-galactosamin; NGc = N-Acetylglucosamin. 

[0023] Fig. 2 zeigt die Ergebnisse von Versuchen mit Chromatographiesaulen, die uber Suifhydrylreste im- 
mobilisiertes NStrepS3Cp12 tragen. (A) Endotoxinentfernung aus Proteinlosungen: Rinderserumalbumin 
(BSA), Carbonanhydrase (CA) und Lysozym (Lys) wurden 1 h auf der Saule inkubiert und anschlieBend mit 
Puffer eluiert. Die Endotoxinkonzentration vor und nach der Saule wurden mit dem LAL-Test gemessen und 
daraus die prozentuale Abnahme berechnet. (B) Proteinwiederfindung: Die Protein konzentrationen der Aus- 
gangslosungen und der Fraktionen nach der Saule wurden durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt 
und daraus die prozentuale Proteinwiederfindung ermittelt. 

[0024] Fig. 3 zeigt die Endotoxinentfernung aus einer Lysozymlosung uber Chromatographiesaulen mit „un- 
gerichtet" (1) und „gerichtet" (2) immobilisiertem p12. In beiden Fallen wurde an NHS-aktivierte Saulen p12 
S3C gebunden. Die „ungerichtete" Immobilisierung erfolgte uber primare Aminoreste von p12S3C, die durch 
Reaktion mit den NHS-Gruppen kovalente Verbindungen mit der Tragersubstanz eingehen. Eine „gerichtete" 
Verknupfung von p12S3C uber ein N-terminales Cystein wlrd durch Dlaminoethan und SIA (N-succinimldyl-io- 
doacetat) erreicht. (A) prozentuale Endotoxinentfernung. (B) Proteinwiederfinung. 

[0025] Fig. 4 zeigt die Ergebnisse von Versuchen mit biotinyliertem p12, das uber Streptavidin an magneti- 
sche Beads gebunden wurde. (A) Die Endotoxinabreicherung aus Puffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCi, pH 
7.5) und Proteinlosungen wurde mittels LAL-Test bestimmt. (B) Fur die Proteinlosungen wurde die Proteinwie- 
derfindung durch Absorptionsmessungen ermittelt. Die Abtrennung der Beads von der Losung erfolgte mit Hilfe 
eines Magnetseparators. BSA: Rinder-Serumalbumin. CA: Carbonanhydrase, Lys: Lysozym. 
[0026] Fig. 5 zeigt die Ergebnisse der Endotoxinentfernung mit p12, das uber Biotin-Streptavidin Wechselwir- 
kungen auf Agarose-Beads immobilisiert wurde. Die Abtrennung des immobilisierten p12 erfolgte durch Zen- 
trifugation. Die Endotoxinentfernung aus Puffer (20 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.0) und BSA-L6sungen wurde 
anhand der Endotoxin konzentrationen von Ausgangslosung und Gberstand bestimmt. 
[0027] Fig. 6 zeigt Ergebnisse von Oberflachen-Plasmon-Resonanz Messungen. (A) Resonanzkurven, die 
als Antwort auf Injektion von verschiedenen (je in ug/ml: 100; 25; 6,25; 4; 1,56; 0,4) p12-Konzentrationen 

( ) gemessen wurden. Die Bindung erfolgt an Endotoxin von E. coli D21fl, das auf einem hydrophoben 

HPA-Chip immobilisiert wurde. Die Injektion von p12 und EDTA (5 mM) wird durch Balken iiber den Kurven 
markiert. Puffer: 20 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.0. (B) Gleichgewichtsresonanzwertefurdie Bindung von p12 
an immobilisiertes Endotoxin wurden etwa 600 s nach Beginn der p12 Injektion gemessen und gegen die da- 
zugehorigen p12-Konzentration aufgetragen. Die durchgezogene Linie zeigt einen Fit der Langmuirsche Ad- 
sorptionsisotherme (RU = RU max -[p12]/({p12] + K d )) an die Daten. (C) Bindung von E. coli an biotinyliertes p12, 
das auf Streptavidin-Chips immobilisiert wurde. E. coli D21e8(___)dessen innerere Herz-Region vollstandig 
ist, an p12. Dagegen bindet E. coli D21f2 ( — ), der eine stark verkurzte Herz-Region besitzt, bindet nicht an 
p12. Die Messungen wurden in PBS durchgefuhrt. 

[0028] Fig. 7 zeigt schematisch die Struktur der Endotoxin-Herzregion verschiedener E. coli-Mutanten. 
[0029] Fig. 8 zeigt schematisch das Ergebnis einer Endotoxin-Abreicherung mittels Chromatographiesau- 
len-Durchfiussverfahren. E bedeutet Aquilibrierungspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCI, 0.1 mM CaCl z , pH 
7.5), AbedeutetWaschpufferA(20 mM Hepes, 150 mM NaCI, 0.1 nM CaCl z , pH 7.5), B bedeutet Elutionspuffer 
B (20 mM Hepes, 150 mM NaCI, 2 mM EDTA, pH 7.5), C bedeutet Regenerationspuffer C (20 mM Hepes, 150 
mM NaCI, 2 mM EDTA, 0.005% NaDOC, pH 7.5), S bedeutet Konzentration von Protein und Endotoxin in der 
Ausgangslosung. BSA bedeutet Rinderserumalbumin. EU bedeutet Endotoxin Units (Endotoxin Einheiten). 
Nach Injektion (I) von 4 mi der Ausgangslosung (S) wurde mit 15 ml Waschpuffer nachgespult und der Durch- 
lauf fraktioniert (je 2.5 ml wahrend des Auftrags, je 2 ml wahrend des Waschens). Anschliessend wurde die 
Saule mit den Puffern B und C regeneriert und der Auslauf ebenfalls in Fraktionen (je 2 ml) gesammelt. Wie in 
der Figur ersichtlich, war das BSA in den ersten 3-5 Fraktionen nach der Injektion zu finden. Der Gehait an 
Endotoxin in diesen Fraktionen war um den Faktor 100 niedriger als In der Ausgangslosung. Das an die Saule 
gebundene Endotoxin wurde dann mit den Puffern B und C von der Saule gewaschen. 
[0030] Fig. 9 zeigt schematisch die Ergebnisse der Endotoxin Entfernung aus gering verunreinigter Pufferlo- 
sung (5 EU/ml) im Durchflussverfahren. p12 wurde ungerichtet auf NHS-aktivierter Sepharose 4 FastFlow 
(Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) immobilisiert (8 mg p12/1 ml Sepharose) und 3 Saulen mit je 2 
ml Sauienvolumen gegossen. Das Experiment wurde parallel auf 3 Saulen durchgefuhrt. Vor dem Auftrag der 
Probe wurde jeweils 1 ml Aquilibrierungspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCI, 0.1 mM CaCI 2 , pH 7.5) gesam- 
melt, danach die Probe (S: Endotoxin aus E. coli 055: B5 in Aquilibrierungspuffer, 4.6 EU/ml) injiziert (I) und 
Fraktionen von 5 ml und 2 ml gesammelt. Die Regeneration der Saule erfolgte durch Zugabe von 4 ml Rege- 
nerationspuffer (B: 20 mM Hepes, 150 mM NaCI, 2 mM EDTA, 0.005% NaDOC, pH 7.5). Die Endotoxin Kon- 
zentration wurde mittels LAL-Test bestimmt (kinetisch chromogener LAL-Test, Charles River Inc.). Die Endo- 
toxin Verunreinigungen konnten in alien drei Experimenten vollstandig entfernt werden, d.h. die Endotoxin Kon- 
zentration im Durchlauf lag unter der Nachweisgrenze (< 0.005 EU/ml). 

[0031] Der Begriff "Endotoxinabreicherung" wie hier verwendet bedeutet vollstandige oder teilweise Entfer- 
nung von Endotoxin aus Probenmaterial. 
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[0032] DerBegrlff "Endotoxin" wie hierverwendet bezeichnet bakterielles Upopolysaccharid, das Bestandteil 
der auGeren Membran gram-negativer Bakterien ist. 

[0033] Der Begriff "Bakteriophagenschwanzprotein" wie hier verwendet bezeichnet solche Proteins, die in 
Bakteriophagen vorkommen und Bestandteile von Zellmembranen binden konnen. Ublicherweise sind diese 
Proteine im Bakteriophagenschwanz lokalisiert, konnen jedoch auch auf dem Bakteriophagenkopf oder bei 
Bakteriophagen ohne Schwanz auf der normalen Bakterienhulle lokalisiert sein. Die von dem B akterio phage n- 
schwanzprotein gebundenen Zellbestandteiie erkennen insbesondere Endotoxine. 

[0034] Der Begriff "unspezifische Immobiiisierung" oder "ungerichtete Immobilisierung" wie hier verwendet 
bedeutet, dass die Kopplung eines Proteins an eine Matrix iiber Proteinreste (z.B. primare Amine) erfolgt, die 
iiber die gesamte Proteinoberflache verteilt sind. Die Auswahl der fur die Kopplung des einzelnen Proteinmo- 
lekuls verwendeten Gruppe ist zufallig, 

[0035] Der Begriff "gerichtete Immobilisierung" wie hier verwendet bedeutet, dass die Kopplung iiber Amino- 
saurereste oder andere Reste (z.B. Glykosyslierungen des Proteins) erfolgt, deren Position im Protein (z. B. 
N- oder C-terminal) bekannt ist. Die Auswahl dieser Gruppen fur die Kopplung erfolgt durch die Auswahl ge- 
eigneter Reaktionspartner/Linker, die bevorzugt mit diesen Resten reagieren (z.B. Kopplung von Sulfhydryl- 
resten an lodoacetatreste; Indoacetat reagiert tausendmal schneller mitSulfhydrylresten als mit Aminoresten). 
[0036] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die Schritte: 

a) Inkubieren einer Probe mit einem Bakteriophagenschwanzprotein, 

b) Nachweis von an Bakteriophagenschwanzproteine gebundenes Endotoxin. 

[0037] Vorzugsweise betrifft die Erfindung ein Verfahren, bei dem der Nachweis mittels spektroskopischer 
Verfahren, z.B. Fluoreszenzemission, Fluoreszenzpolarisation, Absorption oder Circulardichroismus, oder mit- 
tels Kapazitatsmessung, z.B. elektrische Signale, oder indirekt mittels Kompetitionsnachweis durchgefuhrt 
wird. 

[0038] Gegebenenfalis wird nach Schritt a) und vor Schritt b) ein zusatzlicher Schritt a') Abtrennung von Bak- 
teriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplex von der Probe eingefiihrt. 

[0039] Die vorliegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Entfernung von Endotoxin aus einer Probe, 
umfassend die Schritte: 

a) Inkubation oder in Kontakt bringen einer Probe mit Bakteriophagenschwanzproteinen, die unspezifisch 
odergerichtet, an einem festen Trager immobilisiert sind, 

b) Trennen des Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexes von der Probe. 

[0040] Vorzugsweise wird vor der Inkubation die lonenzusammensetzung der zweiwertigen lonen z.B. Ca 2+ , 
Mg 2+ und/oder der pH-Wert eingestellt, urn eine optimale Endotoxin-Bakteriophagenschwanzprotein-Bindung 
zu erhalten. Ferner bevorzugt wird bei oder nach der Inkubation eine „Demaskierung" des gebundenen Endo- 
toxins durch Zugabe von Detergentien und/oder Salzen, z.B. Tween, Triton, NaCI oder Ammoniumsulfat, oder 
anderer Substanzen, z.B, Chitosan, Zucker oder Lipide, die ein Ablosen der Endotoxine von z.B. Proteinen 
oder Nukleinsauren beschleunigen. 

[0041] Das Bakteriophagenschwanzprotein kann ein natiirlicherweise vorkommendes oder ein molekularbto- 
logisch oder biochemisch modifiziertes sein. Das Bakteriophagenschwanzprotein kann aus verschiedenen 
Grunden gentechnisch und/oder biochemisch modifiziert sein. Fur die erfindungsgemaf&en Verfahren konnen 
jedoch nicht nur die natiirlicherweise vorkommenden Bakteriophagenschwanzproteine verwendet werden, 
sondern auch deren Varianten. Varianten bedeutet im Sinne der vorliegenden Erfindung, dass die Bakteriopha- 
genschwanzproteine eine veranderte Aminosauresequenz aufweisen. Diese konnen durch Screening der na- 
turiich auftretenden Varianten, oder durch Zufalls-Mutagenese oder gezielte Mutagenese, aber auch durch 
chemische Modifikation erhalten werden. Die fur die eriindungsgemafien Verfahren verwendeten Bakteriopha- 
genschwanzproteine konnen durch eine gezielte oder zufallige Mutagenese in ihrer Spezifitat bzw. ihren Bin- 
dungseigenschaften an Tragerstrukturen angepaftt werden. Diese Bindung an die Trager kann fest, z.B. kova- 
lent oder iiber eine spezifische oder unspezifische Biotinylierung erfolgen, aber auch reversibel z.B. iiber eine 
reduzierbare Disulfidbrucke erfolgen. Ferner kann durch eine Modifikation die Stabilitat erhoht werden. Durch 
die molekularbiologische oder chemische Mutagenese werden Mutationen eingefiihrt, die Aminosaureadditio- 
nen, -deletionen, -substitution en oder chemische Modifikation en sein konnen. Diese Mutationen konnen eine 
Veranderung der Aminosauresequenz in der Bindungsregion der Bakteriophagenschwanzproteine bewirken, 
mit dem Ziel, Spezifitat und Bindungsaffinitat an Testbediirfnisse anzupassen, z.B. die Bindung der Endotoxine 
an die Bakteriophagenschwanzproteine zu erhohen oder irreversibel zu machen, urn den Nachweis oder die 
Abreicherung zu verbessern. Dariiber hinaus kann eine gentechnische oder biochemische Modifikation der 
Phagenproteine durchgefiihrt werden, mit dem Ziel, die gegebenenfalis vorhandene enzymatische Aktivitat 
auszuschalten, um dadurch die Bindung zu verbessern oder irreversibel zu machen. Weiterhin kann eine gen- 
technische oder chemische Modifikation der Phagenproteine durchgefuhrt werden, um die vorhandenen phy- 
sikalischen Eigenschaften des Proteins wie Loslichkeit Thermostability usw. im Sinne des erfindungsgemaUen 
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Verfahrens anzupassen. 

[0042] Arbeiten zur Aufklarung der dreidimensionalen Struktur von T4 p1 2 hatten gezeigt, dass bei erhohter 
Temperatur proteolytische Fragments von 33 kDa und 45 kDa erzeugt werden konnen, die N- und C-terminal 
(33 kDa) bzw. nur N-terminal (45 kDa) verkiirzt sind. Im Gegensatz zu dem 33 kDa Fragment ist das 45 kDa 
Fragment noch in der Lage an Bakterien zu binden. Demzufolge ist der C-Terminus an der Zellbindung betei- 
ligt. 

[0043] Die Modifikation kann ferner insbesondere den Zweck haben, einen direkten Nachweis z.B. mittels 
Messung der Tryptophanfluoreszenz zu ermoglichen. Beispielsweise besitzt P12 fiinf Tryptophan-Reste. Das 
Fluoreszenzspektrum des nativen Proteins deutet darauf hin, dass diese Reste weitestgehend losungsmit- 
tel-unzuganglich sind. Aus einer Vielzahl von wissenschaftlichen Arbeiten ist bekannt, dass fast immer aroma- 
tische Aminosauren an der Bindung von Zuckerresten, wie sie auch in Endotoxin vorkommen, beteiiigt sind. 
Die Bindung der Zuckerreste an Proteins kann durch einen Quench der Trypthophanfluoreszenz, bzw. gege- 
benenfalls auch zusatzlich durch eine Veranderung des Fluoreszenzmaxlmums verfolgt werden. Eigene Arbei- 
ten lassen vermuten, dass die ungiinstige Verteilung der Fluorophore des nattirlichen p12 eine Ausnutzung der 
Fluoreszenz-Eigenschaften von p12 zur Bindungsmessung verhindert. Die Fluoreszeneigenschaften von p12 
werden durch die fiinf Tryptophan reste dominiert, deren Fluoreszenz durch die Zugabe von Endotoxin nicht 
messbar verandert wird. Diese Daten lassen erwarten, dass eherTyrosinreste als Tryptophan reste an der Bin- 
dung beteiiigt sind, deren Signalanderung vor dem hohen Tryptophan-Hintergrund nicht sichtbar gemacht wer- 
den kann. Auf der Basis der Proteolyseergebnisse kommen sechs Tyrosine am C-Terminus von p12 fur den 
Endotoxin-Nachweiskit in Frage, die entsprechend „sichtbar" gemacht werden konnen. Durch einen selektiven 
molekularbiologischen Austausch der fiinf Tryptophan-Reste gegen Tyrosine werden in einem ersten Schritt 
die spektroskopischen Eigenschaften so gezieit verandert, dass die Endotoxin-Bindung per Fluoreszenzsigna- 
landerung eines einzelnen Tryptophanrestes messbar ist. Anschliefcend wird durch einen gezielten Austausch 
von jeweils einem der sechs Tyrosine im C-terminalen Bereich gegen einen Tryptophanrest die Intensitat des 
messbaren Signals signlfikant erhoht, urn fur die Entwicklung eines Endotoxin-Nachweiskits attraktive Signal- 
unterschiede zu erhalten. 

[0044] Welche Bakteriophagenschwanzproteine verwendet werden, hangt davon ab, welche Endotoxine 
nachgewiesen oder abgereinigt werden sollen. Bereits jetzt steht eine grofte Zahl bekannter Bakteriophagen 
fur einen Groliteil der bisher beschriebenen Bakterien zur Verfugung und kann fur die erfindungsgemalien Ver- 
fahren verwendet werden. Die Phagen und die entsprechenden Wirtsbakterien sind u.a. bei folgenden Stamm- 
sammlungen erhaltiich: ATCC (USA), DSMZ (Deutschland), UKNCC (Grolibritannien), NCCB (Niederlande) 
und MAFF (Japan). 

[0045] Vorzugsweise stammen die Bakteriophagenschwanzproteine fur die erfindungsgemaften Verfahren 
von Bakteriophagen, deren Wirtsbakterien medizinisch oder biotechnologisch relevante Bedeutung haben, wie 
z.B. E. coli, das bei der Produktion rekombinanter Proteine oder von Nukleinsauren fur die Gentheraphie ver- 
wendet wird. Besonders bevorzugt sind Bakteriophagenschwanzproteine, die stark konservierte Bereiche von 
Endotoxin binden, wie z.B, die Herzregion oder Lipid A. Insbesondere bevorzugt sind p12 und p12-ahnllche 
Bakteriophagenschwanzproteine Bei einer Kombination von Endotoxin-Verunreinigungen aus verschiedenen 
Wirtsbakterien kann eine Kombination der entsprechenden Endotoxinerkennenden Bakteriophagenschwanz- 
proteine eingesetzt werden. 

[0046] Der Nachweis oder die Abreicherung von Endotoxin in oder aus einer Probe erfolgt iiber die Bindung 
von Endotoxin an die Bakteriophagenschwanzproteine. Diese Bindung kann z.B. durch direkte Messung mit- 
tels spektroskopischer Verfahren, z.B. iiber Fiuoreszenzemission, Fluoreszenzpolarisation, Absorption oder 
Clrculardichroismus nachgewiesen werden. Dariiber hinaus kann die Bindung durch elektrische Signale, z.B. 
eine Kapazitatsmessung sichtbar gemacht werden. Weiterhin kann die Bindung von Endotoxin an die Bakteri- 
ophagenschwanzproteine auch indirekt iiber Verdrangungsexperimente nachgewiesen werden. 
[0047] Fur den erfindungsgemalien Nachweis konnen die Bakteriophagenschwanzproteine bei Bedarf einer 
Abtrennung der Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexe von der Probe auf geeigneten Trager- 
strukturen, z.B. Magnetpartikeln, Agarosepartlkeln, Mlkrotlterplatten, Filtermaterialien oder Durchflulizellkam- 
mern, gekoppelt werden (indirekter Nachweis). Die Tragerstrukturen konnen z.B. aus Polystyrol, Polypropyien, 
Polycarbonat, PMMA, Ceiluloseacetat, Nitrozellulose, Glas, Silizium oder Agarose bestehen. Die Kopplung 
kann z.B. durch Adsorption oder kovalente Bindung erreicht werden. 

[0048] Fur das erfindungsgemalie Abreicherungsverfahren sind die Bakteriophagenschwanzproteine an fes- 
te Trager gekoppelt. Die festen Trager konnen Materialien fur Chromatographiesaulen (z.B. Sepharosemate- 
rialien), Filtratlonsmedien, Glaspartikel, Magnetpartikel, Zentrifugations- oder Sedimentationsmaterialien (z.B. 
Agarosepartikel) sein. 

[0049] Wichtig hierbei ist eine funktionelle Kopplung, d.h. Bakteriophagenschwanzproteine verfiigen trotz Bin- 
dung an das Tragermaterial iiber fur Endotoxin zugangliche Strukturen. Die Kopplung der Bakteriophagen- 
schwanzproteine kann unspezifisch, Oder aber bevorzugt gerichtet, iiber z.B. eine selektive Biotinylierung, 
oder gekoppelt iiber einen Spacer oder Linker erfolgen. 
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[0050] Dazu konnen die Bakteriophagenschwanzproteine mlt nledermolekularen Substanzen z.B. Biotin ver- 
knupft sein, um uber diese niedermolekularen Substanzen an Polypeptide z.B. Streptavidin zu binders, die ih- 
rerseits auf dem Trager immobilisiert wurden. Statt Biotin kann ferner der sogenannte Strep-Tag (Skerra, A. & 
Schmidt, T. G. M. Biomolecular Engineering 16 (1999), 79-86) verwendet werden, der eine kurze Aminosau- 
resequenz ist und an Streptavidin bindet. Ferner kann der His-Tag verwendet werden, der uber zweiwertige 
lonen (Zink oder Nickel) oder einen fur ihn spezifischen Antikorper (Qiagen GmbH, Hilden) an ein Tragerma- 
terial binden kann. Der Strep-Tag sowie der His-Tag wird vorzugsweise uber DNA-Rekombinationstechnologie 
an die rekombinant hergestellten Bakteriophagenproteine gebunden. Diese Kopplung kann gerichtet, z.B. am 
N- oder C-Terminus oder ungerichtet erfolgen. Die gerichtete Kopplung erfoigt uber eine geeignete, reaktive 
naturlicherweise bei Phagenproteinen nicht haufig oberflachenexponierte Aminosaure wie Cystein, das an ge- 
eigneter Stelle gezieit eingefiihrt wurde. Da Phagenschwanzproteine im Cytoplasma synthetisiert werden, ist 
nicht mit Disuifidbrucken zu rechnen. Vorzugsweise kann auch uber andere Aminosauren direkt, oder wie auch 
bei Cystein uber einen „Spacer" Oder „CrossLlnker" (Monofunktionell oder blfunktlonell) indirekt gekoppelt wer- 
den. 

[0051] Bei der Cysteinkopplung sind alle bifunktionellen Crosslinker mit NH- und SH-reaktiven Gruppen, mit 
und ohne Zwischenspacer, z.B. 11-Maleimidoundecanoic acid sulfo-NHS oder Succinimidyl-4-[N-maleimidom- 
ethyl]-cyclohexane-1-carboxy-[6-amido]caproate moglich. Sofern keine Spacer vorhanden sind, konnen 8-12 
C-Atom-Spacer mit endstandiger NH-Gruppe eingefiigt werden. Vorzugsweise erfolgt die Cysteinkopplung 
uber eine spezifische Biotinylierung des Cysteins durch z.B. EZ-Link-PEO-Maleimide activated Biotin (Pierce). 
[0052] Zweiwertige lonen, wie z.B. Ca 2+ oder Mg 2+ sind fur eine Bindung von Endotoxlnen an Phagenproteine 
wie p12 wichtig. Durch Zugabe von geeigneten Chelatoren, wie z.B. EDTA oder EGTA, kann diese Bindung 
jedoch gelost werden. Bevorzugt fur die Bindung sind Ca z+ -Konzentrationen im Bereich von etwa 0,1 uM bis 
etwa 100 mM, besonders bevorzugt im Bereich von etwa 0,1 uM bis etwa 10 mM, insbesondere bevorzugt im 
Bereich von etwa 0,1 uM bis etwa 1 mM und ferner insbesondere bevorzugt im Bereich von etwa 10 uM bis 1 
mM. Erniedrigt man die Konzentration zweiwertiger lonen durch Zugabe von 1 mM EDTA unter 100 nM, so 
wird die Bindung von Endotoxin an p1 2 gelost. Mg 2 *-Konzentrationen uber 10 mM verschlechtern die Bindung 
von Endotoxin an p12, was sich in einer Erhohung der Dissoziationskonstante bemerkbar macht. Ohne Zuga- 
be von Mg 2+ ergibt sich ein K d -Wert von 50 nM und in einem Puffer mit 10 mM Mg Zt wurde ein K d -Wert von 1 
uM gemessen. Zink zeigte eine noch starker hemmende Wirkung. 1 mM Zn erhoht den K d -Wert auf 10 uM. 
Eine Einstellung der Konzentration zweiwertiger oder anderer lonen (z.B.: Cu 2+ , Al 3+ , Zn 2 '', Fe 2+ , Ca 2+ , Ba 2+ , 
Mg 2+ , Cd 2 *) auf einen fur die Bindung optimalen Bereich kann durch Substanzen, wie HEDTA, NTA bzw. allge- 
mein Chelatoren/Puffer (ADA: N-[2-Acetamido]-2-iminodiacetic acid; 5-AMP: Adenosin-5-Monophosphat; 
ADP: Adenosin-5'-Diphosphat; ATP: Adenosin-5'-Triphosphat; Bapta: 1 ,2-bis(2-Aminophenoxy)etha- 
ne-N,N,N',N'-tetraacetic acid; Citrat: Zitronensaure; EDTA: Ethylendiamintetraacetic acid; EGTA: Ethlenegly- 
col-bis(p-aminoethyl Ether) N,N,N',N'-Tetraacetic acid; HEDTA: N-hydroxyethylethyienediaminetriacetic acid; 
NTA: Nitrilotiracetic acid; S0 4 . Sulfat) erfolgen, die als Puffer fur zweiwertige lonen benutzt werden konnen. 
[0053] Die erfindungsgemalien Verfahren konnen daher ferner Waschschritte umfassen. Je nachdem, ob ein 
direkter oder indirekter Nachweis oder die Abreicherung eine Abtrennung von Probe und Bakteriophagen- 
schwanzprotein notig macht, konnen Waschschritte eingebaut werden. Da Ca2+ oder andere Metallionen (z.B, 
Mg2+) essentiell fur die Bindung sind, kann die Bindung von Endotoxin an z.B. p12 durch geeignete Wasch- 
schritte gelost werden. Je nach Ziel, ob Endotoxin auf dem Bakteriophagenschwanzprotein, z.B. p12 gebun- 
den bleiben soil, wird mit EDTA-freiem Puffer gewaschen, wenn die Bindung gelost werden soil mit EDTA-hal- 
tigem Puffer, wobei die EDTA-Konzentrationen im Bereich von mindestens 0,05 mM bis mehrals 10 mM, vor- 
zugsweise im Bereich von 2 mM bis 5 mM liegt. 

[0054] Die Abtrennung erfolgt nach inkubation der Probe mit dem entsprechenden mit Bakteriophagen- 
schwanzproteinen gekoppelten Tragermaterial fur etwa 5-60 min oder etwa 30-1 80 min oder bei Bedarf auch 
uber Nacht. Dazu wird die Probe z.B. aus der Chromatographiesaule eluiert, oder filtriert, oder die entspre- 
chenden Partikel abzentrifugiert oder absedimentiert, bzw. durch Anlegen eines Magnetfeldes magnetisch se- 
pariert. Die Abtrennung in dem hier beschriebenen Batch-Verfahren, d.h. mit Vorinkubation von Probe und mit 
den entsprechenden Bakteriophagenschwanzproteinen gekoppelten Tragermaterialen, kann insbesondere bei 
sehr niedrigen Endotoxinkonzentrationen sinnvoil sein. 

[0055] Die Abreicherung von Endotoxinen uber Chromatographiesaulen kann aber auch im reinen Durch- 
flussverfahren erfolgen. Die Probe kann dazu auf die Saule aufgetragen werden, die ein Tragermaterial mit da- 
ran gekoppelten Bakteriophagenschwanzproteinen enthalt. Die Flussrate ist abhangig von Volumen und Geo- 
metrie der Saule. Die Flussrate ist ferner abhangig von Volumen und Endotoxingehalt der Probe, um durch 
eine moglichst lange Kontaktzeit zwischen Saule und Endotoxin auch bei niedrigen Endotoxinkonzentrationen 
eine effiziente Abreicherung zu erzielen. Die Kontaktzeit ist dabei die Zeit, die die Probe vom Auftragen auf die 
Saule bis zum Herausfliefien benotigt. 

[0056] Der Abtrennschritt kann z.B. im Abreicherungsverfahren zur Regenerierung der Bakterio phagen- 
schwanzproteine benutzt werden, die an den festen Trager gekopplelt sind. Dadurch kann der feste Trager, 
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z.B. eine Matrix in einer Chromatographiesiule wiederverwendet werden. Die Regenerierung erfolgt durch 
Entfernen des gebundenen Endotoxins durch einen geeigneten Regenerierungspuffer enthaltend EDTA oder 
einen entsprechenden Chelator. Bei EDTA wird eine Konzentration von grofier 2 mM EDTA bevorzugt, inbe- 
sondere grofier 10 mM EDTA. 

[0057] Da ionische Wechseiwirkungen grundsatzlich immer durch Veranderungen der lonenstarke beein- 
fiussbarsind, konnen auch Erhohungen oder Erniedrigungen anderer Salze in Losung, wie z.B. NaCI oder KCI, 
die Bindung von Endotoxin an die Bakteriophagenschwanzproteine beeinfiussen. 

[0058] Um die Bindung im Nachweisverfahren direkt oder indirekt sichtbar zu machen, kann auch das Protein 
molekularbiologisch oder biochemisch verandert werden, um die Messung zu ermoglichen, bzw. zu verbes- 
sern. Um eine Bindung von Endotoxin z.B. an p12 direkt sichtbar zu machen, kann ein molekularbiologischer 
Austausch von Tyrosinresten gegen Tryptophan durchgeftihrt werden. Fur eine Reduktion des Signalhinter- 
grundes kann es dabei notig sein, die urspmnglich enthaitenen Tryptophane gegen Tyrosine auszutauschen. 
Um auch in proteinhaltigen Losungen messen zu konnen, kann p12 nach Tryptophan-Einfuhrung zusatzlich 
chemisch mod ifiziert werden. Dabei werden Tryptophanreste durch Koshland-Reagenz(2-Hydroxy-5-nitroben- 
zylbromid) hinsichtlich ihrer spektrokopischen Eigenschaften verandert. Bei Verdrangungsexperimenten kann 
markiertes, z.B, fiuoreszenzmarkiertes Endotoxin (z.B. Sigma) durch in der Probe^befindliches Endotoxin z.B. 
von p12 verdrangt und die Konzentration von freiem fluoreszierendem Endotoxin bestimmt werden. 
[0059] Mit dem erfindungsgemaGen Verfahren kann Endotoxin aus und in alien wassrigen Losungen nachge- 
wiesen und entfernt werden. Diese Losungen konnen: Proteine, Plasmid-DNA, genomische DNA, RNA, Pro- 
tein-Nukleinsaurekomp!exe wie z.B. Phagen oder Viren, Saccharide, fmpfstoffe, Arzneimittel, Dialysepuffer 
(Medizin), Salze oder andere durch Endotoxin-Bindung verunreinigte Substanzen enthalten. 
[0060] Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenproteine, an die sogenannte Tags, z.B. der 
Strep- oder der His-Tag, vorzugsweise an den N- oder C-Terminus des Proteins, besonders bevorzugt an den 
C-Terminus, gekoppelt sind. Bevorzugt ist die Kopplung oder Verknupfung der Tags mit den Bakteriophagen- 
proteinen iiber DNA-Rekombinationstechnologie. Herstellung der Nukleinsaure, umfassend die Sequenz des 
Bakteriophagenproteins und des Tags und die Herstellung des Expressionsprodukts sind Stand der Technik 
und brauchen hier nicht gesondert erlautert zu werden. Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Nukleinsau- 
resequenz, die ein Bakteriophagenprotein zusammen mit dem Strep- oder His-Tag codiert. Ein besonders be- 
vorzugtes mit dem Strep- oder His-Tag modifiziertes Bakteriophagenprotein ist das p12-Protein vom Phagen 
T4, jedoch sind al!e anderen Bakteriophagenproteine die an der Erkennnung und Bindung von Bakterien be- 
teiligt oder dafiir verantwortlich sind ebenfalls bevorzugt. 

[0061] Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenproteine, mit einem Tag, der ein oberflachen- 
exponiertes Cystein zur spezifischen, gerichteten Biotinylierung aufweist, z.B. die Tags gemafi SEQ ID NO: 5, 
6 und 7. Ein Beispiel fiir ein p12 mit Tag ist die in SEQ ID NO: 8 aufgefuhrte Aminosauresequenz. Bevorzugt 
ist ein p12 mit einem Tag, insbesondere mit einem Tag mit einem oberflachenexponierten Cystein, insbeson- 
dere ein p12 mit dem Tag gemafi SEQ ID NO: 6 und 7. Diese gerichtete Biotinylierung kann zusatzlich durch 
einen geeigneten Spacer oder Linker vermittelt werden. Ferner betrifft die vorliegende Erfindung die Amino- 
sauren mit einer Sequenz gemafi SEQ ID NO: 5, 6 und 7. Ferner betrifft die voriiegende Erfindung die Nukle- 
insauren, codierend die Aminosauresequenz gemafi SEQ ID NO: 5, 6 und 7. 

[0062] Die erfindungsgemafien Verfahren bieten gegenuber den Nachweis- und Reinigungsverfahren fiir und 
von Endotoxin Vorteile in der Performance entsprechender Anwendungen. Ferner ist die Herstellung von An- 
tikorper gegen LPS-Herzoligosaccharide sehr schwierig, was entsprechende Verfahren auf Antikorper-Basis 
sehr teuer werden lasst. 

[0063] Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung und sind nicht als einschrankend aufzufassen. Sofern 
nicht anders angegeben, wurden moiekularbiologische Standardmethoden verwendet, wie z.B. von Sambrook 
et al., 1989, Molecular cloning: A Laboratory Manual 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, New York, beschrieben. 

1. Glasgefafte, Plastikgefafie und Puffer 

[0064] Fur die Endotoxinentfernung wurden alle Glasgefafte durch Ausbacken bei 200°C (4h) entpyrogeni- 
siert und ausschlieRlich pyrogenfreie Plastikmaterialen (z.B. Pipettenspitzen, Microtiterplatten) verwendet. An- 
dere, nicht hitzebestandige Gerate oder GefaBe, wurden entweder mit 3% Wasserstoffperoxid behandelt oder 
mit 1% Natriumdeoxoycholat gewaschen. Anschliefiend wurde sie mit endotoxinfreiem Wasser gespult. Die 
Puffer wurden aus weitgehend endotoxinfreien Puffersubstanzen (Sigma) hergestellt und mit endotoxinfreiem 
Wasser angesetzt. Salze, wie z.B. NaCI, die auf 200"C erhitzt werden konnen, wurden ausgebacken (200*C, 
4h). Fiir chromatographische Reinigungen verwendete Puffer wurden entgast und filtriert. 
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2. Endotoxinnachwels mittels LAL-Test 

[0065] Endotoxin-Kontrollnachweise wurden mit einem chromogenen LAL-Test (Limulus-Amebocyte-Lysate 
Test, Charles-River Endosafe, Charleston, USA) entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zur 
Konzentrationsbestimmung wurden Endotoxin-Standards (Charles-River Endosafe, Charleston, USA) im Be- 
reich von 0.005-50, bzw. 0.02-50 EU/ml eingesetzt. Die Absorptionsmessung bei 405 nm erfolgte in einem 
temperierbaren Mikrotiterplatten-Reader (Genios, Tecan GmbH). 

3. Western-B lot zu m p 1 2-Nachweis 

[0066] Der Nachweis von p12 im Oberstand von mit Beads behandelten Proben bzw. in den Fraktionen der 
Affinitatschromatographie erfolgte durch Western Blots. Zum Teil wurden die Proteine vorher durch Na- 
DOC/TCA-Fallung (Natriumdeoxycholat/Tetrachloracetat) aufkonzentriert. Die Proben wurden dazu auf 
12%-igen SDS Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und auf PVDF Membranen (Immobilon, Millipore) ubertra- 
gen. Die Membranen wurden mit PBS 30 min gewaschen, mit 5% Milchpulver blockiert (1 h) und anschliefiend 
mit polyklonalem anti-p12 Antikorper inkubiert (1 h, Verdiinnung: 1 : 1000). Nach Inkubation mit einem, mit al- 
kalischer Phosphatase konjugierter Sekundarantikorper (Ziege-anti-Kaninchen IgG) erfolgte die Entwicklung 
der Proben mit BCIP/NBT (5-Brom-4-chloroindolylphosphat/Nitroblau-Tetrazo!iumsalz). 

4. Endotoxin-Reinigung 

[0067] Die Reinigung von Endotoxin wurde nach der Vorschrift von Galanos, C, Luderitz, O. & Westphal, O. 
1969, Europ. J. Biochem. 9, 245-249 durchgefiihrt. 

Beispiel 5: Spezifische Kopplung von p12 an immobilisierte Jodoacetylreste: 

[0068] Urn eine gerichtete Bindung von p12 an die Oberflache zu erreichen wurde die Aminosaure Serin an 
Position 3 des Strep-Tags gemali SEQ ID NO: 5 durch Cystein wie in Beispiel 12 ersetzt und das Protein iiber 
Jodoacetylreste, die bevorzugt freie Sulfhydrylreste binden, immobilisiert. Das resultierende p12 wurde 
p12S3Cgenannt. 

[0069] Es wurde ein 1 ml Sulfolink Coupling Gel (Pierce) gegossen, mit 6 ml 1% Natriumdeoxycholat gewa- 
schen und mit 6 ml Kopplungspuffer (50 mM Tris, 1 50 mM NaCI, 5 mM EDTA, pH 8.5) equilibriert. Anschlieliend 
wurden 1 ml p12S3C (=N-StrepS3Cp12) (1-1 .5 mg/ml in Kopplungspuffer) injiziert, die Saule 15 min leicht ge- 
schuttelt, weitere 30 min ohne Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert, und nochmals 1 ml p12S3C injiziert 
und die Inkubationsschritte wiederholt. Diese Kopplung von p12S3C wurde insgesamt 4 mal wiederholt, und 
anschlieliend die Saule mit 6 ml Kopplungspuffer gewaschen. Die Durchlaufe wurden gesammelt und die je- 
weilige p12S3C Konzentration durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt. Es wurden 2.2-2.8 mg 
p12S3C pro ml Gel gebunden. Anschlieliend wurden uberzahlige Jodoacetylreste durch Inkubation (45 min) 
mit 1 ml Cystein (50 mM in 50 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8.5) blockiert. Nach Waschen der Saule mit 16 ml 1 M 
NaCI und 16 ml 20 mM Hepes, 150 mM NaCI pH 7.5 war die Saule fertig zum Gebrauch. 
[0070] Die Fahigkeit dieses Gels Endotoxin aus Proteinlosungen zu entfernen, wurde mit BSA (2-4 mg/ml), 
Carbon Anhydrase (1-2 mg/ml) und Lysozym (3-4 mg/ml) getestet. BSA und Lysozym Losungen wurden mit 
Endotoxin von E. coli 055: B5 (Charles-River Endosafe, Charleston, USA) oder E. coli HMS 174 gespickt 
(100-1000 EU/ml), wahrend die Carbon Anhydrase nicht mit zusatzlichem Endotoxin versetzt wurde. Es wur- 
den jeweils 0.5 ml Proteinlosung auf die Saule gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie- 
liend die Saule mit Puffer gewaschen. Die Proteine wurden fraktionsweise gesammelt und der Endotoxingehalt 
vor und nach der Saule mittels eines chromogenen LAL-Tests (Charles-River Endosafe, Charleston, USA) be- 
stimmt. Aulierdem wurde die Proteinwiederfindung durch Absorptionsmessungen bei 280 nm ermittelt. Die En- 
dotoxine konnten aus alien 3 Proteinlosungen fast vollstandig (93-99%) entfernt werden, wie in Fig. 2A ge- 
zeigt. Aulierdem konnten die Proteine weitgehend von der Saule eluiert werden (80-99%, Fig. 2B). Die Saule 
wurde abschlieliend mit 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 mM NaCI, pH 7.5 regeneriert. Urn Verunreinigungen 
der Proteinfraktionen nach dem Lauf iiber die Saule durch sich abidsendes p12 auszuschlielien, wurden die 
Fraktionen mittels der Western Blot Technik auf p12 untersucht. Es konnte kein p12 in den Fraktionen nach- 
gewiesen werden. 

Beispiel 6: Unspezifische Kopplung von p12 an NHS-aktiviertes Tragermaterial: 

[0071] N-hydroxysuccinimid (NHS) wird aus Verbindungen durch primare Aminoreste verdrangt und deshalb 
zum Koppeln von Proteinen an Oberflaehen benutzt. NHS-aktivierte Sepharose Saulen (HiTrap NHS-activated 
HP, 1 ml, Amersham-Pharmacia-Biotech) wurden zunachst mit 6 ml eiskalter 1 mM Salzsaure gewaschen. An- 
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schlieliend wurden bei Raumtemperatur 10-15 ml p12S3C (1.0-3.5 mg/ml) in 0.2 M NaHC0 3 , 0.5 M NaCI, pH 
8.3 zirkular uber die Saule gepumpt (Flussrate 0.8 ml/min). Nach 60 min wurde der Durchlauf fraktionsweise 
gesammeit und die Saule mit 6 ml Puffer gewaschen. Aus diesen Fraktionen wurde das NHS durch Entsalzen 
der Losung uber HiTrap-Desalting Saulchen (5 ml, Amersham-Pharmacia-Biotech) abgetrennt und anschlie- 
Bend die p12-Menge durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt. 20-25 mg p12S3C wurden an die Sau- 
le gebunden. Die Saule wurde nach derKopplung entsprechend den Herstellerangaben wiederholt mitjeweils 
6 ml Blockierungspuffer (0.5 M Ethanolamin, 0.5 M NaCI, pH 8.3) und Waschpuffer (0.1 M Acetat, 0.5 M NaCI, 
pH 4.0) gespiift. AnschlieBend wurde die Saule mit 6 m! Gebrauchspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCI, pH 
7.5 Oder 20 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.5) equilibriert. 

[0072] Die Endotoxinentfernung uberdiese Saule wurde mit Lysozymlosungen (3-4 mg/ml in 20 mM Hepes, 
150 mM NaCI, pH 7.5 oder20 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.5) getestet. Die Lysozymlosungen wurden mit En- 
dotoxin von E. coli HMS 174 gespickt (500 EU/ml). Es wurden 0.5 ml Proteinlosung auf die Saule gegeben, 1 
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieUend die Saule mit Puffer gewaschen. Das Lysozym wur- 
den fraktionsweise gesammeit und der Endotoxingehalt vor und nach der Saule mittels eines chromogenen 
LAL-Tests (Charles-River Endosafe, Charleston, USA) bestimmt. AuBerdem wurde die Proteinwiederfindung 
durch Absorptionsmessungen bei 280 nm ermittelt. Die Endotoxine wurden zu 85-90% aus der Losung ent- 
fernt, wie in Fig. 3A gezeigt und 85-90% des Lysozyms konnten durch Waschen mit Gebrauchspuffer wieder 
von der Saule eluiert werden (Fig. 3B). Die Saule wurde anschlie&end mit 6 ml 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 
150 mM NaCI, pH 7.5 und 6 ml 1 M NaCI gewaschen. Urn Verunreinigungen der Proteinfraktionen nach dem 
Lauf uber die Saule durch sich ablosendes p12 auszuschlieBen, wurden die Fraktionen mitteis der Western 
Blot Technik auf p12 untersucht. Es konnte kein p12 in den Fraktionen nachgewiesen werden. 

Beispiel 7: Gerichtete Koppiung von p12 an uber Diaminoethan und N-Succinimidyl-iodoacetat (SIA) als 

Spacer an NHS-aktiviertes Tragermaterial-Saule. 

[0073] Um eine gerichtete Bindung an das Chromatographie Tragermateriai zu erreichen wurde ein bifunkti- 
oneller Linker an NHS-aktivierte Oberflache gebunden, der eine Koppiung von p1 2S3C uber dessen freies Cy- 
stein und Jodoacetylreste des bifunktionalen Linkers ermoglicht. 

[0074] NHS-aktivierte Sepharose Saulen (HiTrap NHS-activated HP, 1 ml, Amersham-Pharmacia-Biotech) 
wurden zunachst mit 6 ml eiskalter 1 mM Salzsaure gewaschen, danach 1 ml Ethylendiamin (10 mg/mi in 0.2 
M NaHC0 3 , 0.5 M NaCI, pH 8.3) injiziert und die Saule 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Biockieren 
uberzahliger NHS-Gruppen mit Ethanolamin (0.5 M Ethanolamin, 0.5 M NaCI, pH 8.3) und Waschen (0.1 M 
Acetat, 0.5 M NaCI, pH 4.0) der Saule wurde die Saule mit 6 ml Boratpuffer ( 50 mM Natriumborat, 150 mM 
NaCI, 5 mM EDTA, pH 8.3) equilibriert. AnschlieBend wurde 30 min lang 10 ml N-Succinimidyl-iodoacetat (SIA, 
Pierce, 200 pi SIA-Stammlosung in 10 ml Boratpuffer; SIA-Stammlosung: 1 .4 mg SIA in 1 ml DMSO) zirkular 
uber die Saule gespult. Die Saule wurde danach mit 6 ml Boratpuffer gewaschen und 1 Stunde lang p12S3C 
(1 mg/ml, 50 ml in Boratpuffer) uber die Saule gespult. Dberschussige lodoacetylreste wurden mit 1 ml Cystein- 
losung (5 mM Cystein in Boratpuffer, 15 min bei Raumtemperatur inkubieren) abgesattigt, bevordie Saule mit 
den Gebrauchspuffern (20 mM Hepes, 150 mM NaCI, pH 7.5 oder 50 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.5) equilib- 
riert wurden. Die Kopplungsreaktionen mit SIA wurden im Dunkeln durchgefuhrt. 

[0075] Die Endotoxinentfernung uberdiese Saule wurde mit Lysozymlosungen (3-4 mg/ml in 20 mM Hepes, 
150 mM NaCI, pH 7.5 oder 20 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.5) getestet. Die Lysozymlosungen wurden mit En- 
dotoxin von E. coli HMS 174 gespickt (500 EU/ml). Es wurde 0.5 ml Proteinlosung auf die Saule gegeben, 1 
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend die Saule mit Puffer gewaschen. Das Lysozym wurde 
fraktionsweiBe gesammeit und der Endotoxingehalt vor und nach der Saule mittels eines chromogenen 
LAL-Tests (Charles-River Endosafe, Charleston, USA) bestimmt. AuBerdem wurde die Proteinwiederfindung 
durch Absorptionsmessungen bei 280 nm ermittelt. Die Endotoxine wurden zu 90% aus der Losung entfernt, 
wie in Fig. 3A gezeigt und 75-85% des Lysozyms konnten durch Waschen mit Gebrauchspuffer wieder von 
der Saule eluiert werden (Fig. 3B). Die Saule wurde anschlieBend mit 6 ml 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 
mM NaCI, pH 7.5 und 6 ml 1 M NaCi gewaschen. Um Verunreinigungen der Proteinfraktionen nach dem Lauf 
uber die Saule durch sich ablosendes p12 auszuschlieBen, wurden die Fraktionen mittels der Western Blot 
Technik auf p12 untersucht. Es konnte kein p12 in den Fraktionen nachgewiesen werden. 

Beispiel 8: Entfernung von Endotoxin aus einer BSA-L6sung im Durchflussverfahren 

[0076] Hi-Trap-NHS aktivierte Sepharose (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) wurde nach Vor- 
schriftdes Herstellers unspezifisch iiberprimare Aminogruppen mit p12 gekoppelt. Dabei wurden 8 mg p12/ml 
Geimaterial kovalent immobilisiert. Die so erhaltene 1 ml Chromatographiesaule wurde mit einer Flussrate von 
1 ml/min mit 10 ml Puffer A (20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCI, 0.1 mM CaC12) aquilibriert. Im AnschluB 
wurden 4 ml einer BSA Losung (11.5 mg BSA (Carl Roth GmbH, Deutschland)/ml Puffer A) aufgetragen (In- 
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jektion: I) und der Durchlauf (E) in 2,5 ml Fraktionen gesammelt. Die Saule wurde anschileliend mit 15 ml Puf- 
fer A gewaschen und das an die Saule gebundene Endotoxin wurde mit 7 ml Puffer B (20 mM HEPES pH 7.5, 
150 mM NaCI, 2 mM EDTA) eluiert. Bei Waschen und Elution wurden jewei!s2 ml Fraktionen gesammelt. Nach 
jedem Experiment wurde die Saule mit 20 ml Puffer C {20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCI, 2 mM EDTA, 
0.1% Natriumdesoxycholat) regeneriert. Die Endotoxin-Konzentration wurde durch einen chromogenen Limu- 
lus Amebocyte Lysate (LAL) Test (Charles-River Endosafe, Charleston, USA), nach Vorschrift des Herstellers 
bestimmt. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte durch Messung der UV-Absorption. Die Endoto- 
xin-Entfernungseffizienz betrug zwischen 95-99% und der Proteinverlust betrug etwa 6-10%. 

Beispiel 9: Entfernung geringer Endotoxinmengen aus Puffer mittels unspezifisch gekoppeltem p12. 

[0077] 20 ml NHS-aktivierte Sepharose 4 FastFlow (Amersham Biosciences) wurden zunachst mit eiskalter 
Salzsaure gewaschen und anschliefiend mit 292 mg p12 (7 mg/mi in 25 mM Citrat pH 7.0) 4 Stunden unter 
schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend wurde die Sepharose mit 7 x 80 ml 5 mM Citrat pH 2.0 
gewaschen und jeweils 1 ml der Waschfraktionen gegen 5 mM Citrat pH 2.0 dialysiert. Diese Dialysate wurden 
benutzt, urn das iiberschussige p12 in den Waschfraktionen mitteis Absorptions messung bei 280 nm zu quan- 
ttfizieren. Es wurde eine Beladungsdichte von 8.7 mg p12 pro 1 ml Sepharose bestimmt. Nicht abreagierte 
NHS-Reste wurden durch 12 h Inkubation der Sepharose mit 1M Tris pH 8.0 abgesattigt. Mit diesem Saulen- 
material wurden Saulen mit 2 ml Volumen gegossen und diese bei 4°C in 20% Ethanol bis zum Gebrauch ge- 
lagert. 

[0078] In 3 Parallelversuchen wurde jeweils 4 ml Endotoxin Losung (S) auf eine Saule aufgetragen (siehe 
Fig. 9). Die Endotoxin Losung bestand aus Endotoxin von E, coli 055: B5 (Charles-River Endosafe, Charles- 
ton, USA) in Equilibrationspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCI, 0.1 mM CaCI 2 , pH 7.5). Die Endotoxin Kon- 
zentration dieser Losung lag bei 4.6 EU/ml. 

[0079] Die Saulen wurde zunachst mit 12 ml Regenerationspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCI, 2 mM EDTA, 
pH 7.5) und anschliefiend mit 12 ml Equilibrationspuffer gespiilt. Anschlieliend wurde nochmals Equlilibrati- 
onspuffer auf die Saule gegeben und 1 ml fraktioniert. 

[0080] Die Endotoxin Losung wurden auf die Saulen aufgetragen (I) und Fraktionen von 5 ml und 2 ml ge- 
sammelt. Anschliefiend wurde die Saule mit 4 ml Regenerationspuffer (B) regeneriert. In den Durchlauffrakti- 
onen konnte kein Endotoxin detektiert werden, d.h. die Endotoxin Verunreinigungen konnten in alien drei Ex- 
perimenten vollstandig entfernt werden. 

Beispiel 10: unspezifische Kopplung von biotinyliertem p12 an magnetische Streptavidin-Beads. 

[0081] p12 (3 mg/ml in PBS, 0.05% Tween 20) wurde mit Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (Pierce), im Verhaltnis 1 : 
10 bis 1 : 20 eine Stunde bei RT inkubiert und anschlieliend gegen Puffer (z.B. PBS oder20 mM Hepes, 150 
mM NaCI, 5 mM EDTA, pH 7.5) dialysiert. NHS-aktivlertes Biotln bindetdabei an primaYe Amlnoreste von p12. 
Anschliefiend wurden zu 1 ml Streptavidin Beads (MagPrep Streptavidin Beads, Merck) 50 ul biotinyliertes p12 
(1 mg/ml) gegeben, 2h bei Raumtemperatur geschuttelt und anschliefiend uberschussiges p12 durch vierma- 
liges Waschen mit 1.5 mi 20 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7.5 entfernt. 

[0082] Die Endotoxinentfernung wurde mit Puffer (20 mM Hepes, 1 50 mM NaCI, pH 7.5) und Proteinlosungen 
(0.1 mg/ml BSA, 0.1 mg/ml Lysozym, 0.1 mg/ml Carbon Anhydrase in 20 mM Hepes, 150 mM NaCI, pH 7.5) 
getestet. Der Puffer sowie die BSA- und Lysozym-Losung wurde mit 5 EU/ml (Endotoxin aus E. coli 055: B5, 
Charles-River Endosafe, Charleston, USA) gespickt. Die Carbon Anhydrase Losung enthielt etwa 1 EU/ml. Zu 
200 ul Puffer bzw. Proteinlosung wurden 25 pi magnetische Beads mit immobilisiertem p12 gegeben, durch 
auf- und abpipettieren vermischt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Beads wurden mit Hilfe eines 
Magneten aus der Losung entfernt, der Oberstand abpipettiert. Der Endotoxingehait von unbehandelten Pro- 
ben und mit Beads inkubierten Proben wurde anschliefiend mit dem LAL-Test bestimmt und die Proteinwiede- 
rfindung durch Absorption smessung bei 280 nm bestimmt. Aus Puffer liefi sich das Endotoxin praktisch voll- 
standig entfernen (99.9% Endotoxinentfernung, Fig. 4A) und auch aus den Proteinlosung wurde das Endoto- 
xin urn 70-92% (Fig. 4B) abgereichert. Die Proteinwiederfindung iag zwischen 57% und 99% (BSA: 87 %, Car- 
bon Anhydrase: 99%, Lysozym: 57%; Fig. 4B). 

Beispiel 11: unspezifische Kopplung von biotinyliertem p12 an immobilisiertes Streptavidin. 

[0083] P12 (3 mg/ml in PBS, 0.05% Tween 20) wurde mit Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (Pierce), im Verhaltnis 1 : 
10 bis 1 : 20 eine Stunde bei RT inkubiert und anschliefiend gegen Puffer (z.B. PBS oder 20 mM Hepes, 150 
mM NaCI 5 mM EDTA, pH 7.5) dialysiert. NHS-aktiviertes Biotin bindet dabei an primare Aminoreste von p12. 
Das biotinylierte p12wird anschliefiend 1 h bei Raumtemperatur mit Streptavidin beladenen Chromatographie- 
material (ImmunoPure immobilized Streptavidin: 6% quervernetzte Agarose Beads) inkubiert und iiberschus- 
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siges p12 durch Waschen mit PBS entfernt. 

[0084] Die Endotoxinentfernung wurde mit Puffer (20 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.0) und BSA (0.5 mg/ml in 
20 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.0) getestet. Je 1 ml Puffer bzw. BSA-L6sung wurden mit 10 EU/ml gespickt, 
50 u! p12-Agarose zugegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur geschutteit. Die p12 Agarose wurde anschlie- 
Rend abzentrifugiert und die Endotoxin- und Proteinkonzentration im Oberstand gemessen. Aus dem Puffer 
konnten 99% und aus der BSA-L6sung 86% Endotoxin entfernt werden (Fig. 5). BSA konnte zu 90% wieder- 
gefunden werden. 

Beispiel 12: Untersuchungen uber die p12-Endotoxin Bindung mittels Oberfiachen-Plasmon-Resonanz-Mes- 

sungen 

[0085] Die Bindung von p12 an Endotoxin oderan Bakterien, uber die Lipopolysaccharide in deraufleren Zell- 
membran, wurde mittels Oberflachen-Plasmon-Resonanz Messungen untersucht (Biacore J). Urn die Dissozi- 
ationskonstante (K,,) zu ermittelt, wurde Endotoxin von E. coli 055: B5 (Sigma) auf einem hydrophoben 
HPA-Chip entsprechend der Anleitung des Herstellers immobilisiert und p12 in verschiedenen Konzentrationen 
injiziert (Fig. 6A). Die Bindung wird in retativen ..Response Units" (RU) gemessen die Gleichgewichtswerte ge- 
gen die dazugehdrigen p12-Konzentrationen aufgetragen (Fig, 6B). Durch anpassen der Langmuirschen Ad- 
sorptionsisotherme (RU = (RU maX -[p12])/([p12] + K d )) an diese Daten wurde der K d -Wert ermittelt (Tabelle 1). 
Furdie Messungen wurden endotoxinfreie Puffer verwendet. Fur pH-Werte zwischen 6 und 10 wurden K d -Wer- 
te im Bereich von 10~ 7 bis 10~ 9 M ermittelt (Tabelle 1). Die Bindung wurde durch Injektion von 1 mM oder 5 mM 
EDTA wiederaufgehoben und der Chip regeneriert. 



pH 


Kd 


6,00 


3.09E-07 


7,50 


6.85E-08 


8,00 


5,86E-08 


8,50 


7.86E-08 


9,00 


3.29E-08 


10,00 


1.55E-07 



Tabelle 1: Dissoziationskonstanten von Endotoxin an p12 in Abhangigkeit von dem pH-Wertder Losung. 

[0086] Urn die Bindung von Bakterien an p12 zu untersuchen, wurde blotinyliertes p12 auf Streptavidin-Chips 
immobilisiert und verschiedene E. coli Stamme injiziert. Die Bakterien wurden fur die Messungen in PBS auf- 
genommen. Es wurden E. coli Stamme verwendet, die Lipopolysaccharide mit unterschiedlichen Polysaccha- 
rid-Anteilen besitzen. Der Polysaccharidteil besteht aus einer „Herz"-Reg!on, die mit dem Lipid A verknupft ist 
und dem sogenannten O-Antigen. Das O-Antigen variert sehr stark zwischen verschiedenen Bakterienarten 
und auch Bakterienstammen, wahrend die „Herz"-Region stark konserviert ist. Stamme, die die „Herz"-Region 
und O-Antigen (z.B. E. coli), sowie Stamme die eine vollstandige „Herz"-Region (E. coli D21) besitzen wurden 
von p12 gebunden, wahrend Stamme mit einem stark verkiirzter„Herz"-Region (z.B. E. coli D21f2) nichtmehr 
von p12 erkannt wurden (Fig. 6C). Die Bindung konnte durch EDTA (5 mM) wieder gelost und der Chip rege- 
neriert werden. 

Beispiel 13: rekombinante p12-Konstrukte 

1 . Konstruktion von p12 mit N-terminaiem Strep-Tag (N-Strep-p12): Mittels PCR wurde an das 5'-Ende des 
T4p12-Gens die Nukleotidsequenzfurden Strep-Tag (US patent 5,506,121) eingefuhrt. Hierfur wurde fur das 
5'-Ende des p12-Gens ein Primer konstruiert (5'-GAA GGA ACT AGT CAT ATG GCT AGC TGG AGC CAC 
CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC AGT AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT-3' (SEQ ID NO: 1 ), der die Nu- 
kleotidsequenz des Strep-Tags an seinem 5'-Ende beinhaltet (kursiv in der Sequenz) und eine Restriktions- 
schnittstelle (Ndel, unterstrichen in der Sequenz) derart besitzt, dass das Gen im richtigen Leseraster in das 
Expressionsplasmid eingesetzt werden kann. Fur das 3'-Ende des p12-Gens wurde ein Primer konstruiert, der 
hinter dem p12-Gen eine BamH I Restriktionsschnittstelle (kursiv in der Sequenz) einfuhrt (5'-ACG CGC AAA 
GCT TGT CGA CGG ATC CTA TCA TTC TTT TAC CTT AAT TAT GTA GTT-3'), (SEQ ID NO: 2). Die PCR 
wurde mit 40 Cycien (1 min 95°C, 1 min 45°C und 1 min 72°C) durchgefuhrt Der PCR-Ansatz wurde mit den 
Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI geschnitten und das gewflnschte Fragment nach Grade nfraktio- 



12/28 



DE 103 07 793 A1 2004.09.02 



nierurtg iiber ein Agarosegel und Elution aus dem Gel in die Ndel und BamHI site des Expressionsplasmids 
pET21a eingesetzt. Die Sequenzdes N-Strep-pl2-Gens wurde uber DNA-Sequenzierung auf seine Richtigkeit 
hin uberpriift. Die weiteren Schritte zum Plasmid pNS-T4p12p57 wurden wie von Burda, M. R. & Miller, S. (Eur 
J Biochem. 1999 265 (2), 771-778) fur T4p12p57 beschrieben durchgefiihrt. Das Plasmid pNS-T4p 1 2 p57 wur- 
de dann in den Expressionsstamm BL21 (DE3) transformiert. 

2. Einfiigen eines N-terminaien Cysteinrests in N-Strep-p12 (N-Strep-S3C-p12 und N-Strep-S14C-p12): Die 
Einfugung eines N-terminalen Cysteinrestes wurde wie unter 1 . beschrieben durchgefiihrt, wobei dafur zwei 
neue Primer fur das 5'-Ende konstruiert wurden. Fiirdas N-Strep-S3C-p12 wurde der Primer 5-GAAGGA ACT 
AGT CAT ATG GCT TGT TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC AGT AAT AAT ACA TAT CAA 
CAC GTT-3'(SEQ ID NO: 3), fur das N-Strep-SI4C-p12 wurde der Primer 5'-GAA GGA ACT AGT CAT ATG 
GCT AGC TGG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC TGT AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT-3' 
(SEQ ID NO: 4)verwendet. 

3. Reinigung von N-Strep-p12 Protein: Der E. coli Stamm BL21(DE3) mit dem Plasmid pNS-T4p12p57 wurde 
in 2 I Schiittelkulturen (LB-Medium mit Ampicillin 100 ug/ml) bis zu einer OD600 von 0.5-0.7 bei 37°C gezogen 
und die Expression des N-Strep-pl2-Proteins wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG (Isopropyl-p-thio-galacto- 
pyranoside) induziert. Nach Inkubation bei 37°C fur 4h wurden die Zellen abgeemtet. Geerntete Zellen aus 1 0 
i Kultur wurden in 50 ml Natriumphosphat, 20 mM pH 7.2, 2 mM MgS04, 0.1 M NaCI aufgenommen, durch 
dreimalige French-Press-Behandlung (20.000 psi) aufgebrochen und anschlieliend 30 min bei 15.000 rpm 
(SS34) abzentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen im gleichen Puffer wurde das N-Strep-p12 Protein aus 
dem Pellet das Pellet 3x mit durch Ruhren fur 30 min in 40 mM TrisHCI pH 8.0, 10 mM EDTA extrahiert, der 
Ansatz fur 30 min bei 15.000 rpm (SS34) zentrifugiert und das abgeloste NS-p12 im Oberstand bei 4*C gela- 
gert. Die Extraktion wurde zweimal wiederholt. und die vereinigten Uberstande wurden auf eine Streptactin-Af- 
finitatssaule(15ml), aquilibriert mit Puffer „W" (1 00 mM TrisHCI pH 8, 1 mM EDTA, 150mM NaCI), aufgetragen 
(IBA GmbH, Gottingen). Nach Waschen mit 5 Saulenvolumina Puffer „W" wurde mit 3 Volumina Puffer „W" mit 
2.5 mM Desthiobiotin in Puffer „W" eluieit Nach mehrmallger Dlalyse gegen Puffer „W" und Aufkonzentration 
wurde iiber SDS-PAGE und UV-Spektroskopie (Burda et. al. 1999) die Konzentration und Reinheit von 
N-Strep-T4p1 2 ermitteit. Aus 10 Liter Kultur wurden so ca. 100 mg N-Strep-T4p12 gereinigt. 



Name 


Sequenz des Tag 




Nstrep-pl2 


MASWSHPQFEKGAS 


SEQ ID NO: 5 


Nstrep-pl2-S3C 


MACWSHPQFEKGAS 


SEQ ID NO: 6 


Nstrep-pl2-S14C 


MASWSHPQFEKGAC 


SEQ ID NO: 7 
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SEQUENCE LISTING 



<110> PROFOS AG 

<120> Verfahren zum Nachweis und zur Entfernung von Endotoxin 

<130> PRO-008/1 

<14 0> unknown 

<141> 2003-02-24 

<160> 8 

<170> Patentln version 3.1 



<210> 1 
<211> 78 
<212> DNA 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 
<400> 1 

gaaggaacta gtcatatggc tagctggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgccagtaat 

aatacatatc aacacgtt 

<210> 2 
<21X> 54 
<212> DNA 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 
<400> 2 

acgcgcaaag cttgtcgacg gatcctatca ttcttttacc ttaattatgt agtt 

<210> 3 
<211> 78 
<212> DNA 
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<213> kunstlich hergestellte Sequenz 



<40O> 3 

gaaggaacta gtcatatggc ttgttggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgccagtaat 

aatacatatc aacacgtt 

<210> 4 
<211> 78 
<212> DNA 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 
<400> 4 

gaaggaacta gtcatatggc tagctggagc cacccgcagt tcgaaaaagg cgcctgtaat 

aatacatatc aacacgtt 

<210> 5 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> kiinstlich hergestellte Sequenz 



<400> 5 

Met Ala Ser Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 
15 10 15 

Thr Tyr Gin 



<210> 6 
<211> 19 
<212> PRT 

<213> kunstlich hergestellte Sequenz 
<400> 6 

Met Ala Cys Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 
15 10 15 

Thr Tyr Gin 
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<210> 7 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> kiinstlich hergestellte Sequenz 



<400> 7 

Met Ala Ser Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Cys Asn Asn 
IS 10 15 

Thr Tyr Gin 



<210> 8 

<211> 539 

<212> PRT 

<213> kiinstlich hergestellte Sequenz 



<400> 8 

Met Ala Ser Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 
15 10 15 

Thr Tyr Gin His Val Ser Asn Glu Ser Arg Tyr Val Lys Phe Asp Pro 
20 25 30 

Thr Asp Thr Asn Phe Pro Pro Glu lie Thr Asp Val Gin Ala Ala lie 
35 40 45 

Ala Ala lie Ser Pro Ala Gly Val Asn Gly Val Pro Asp Ala Ser Ser 
50 55 60 



Thr Thr Lys Gly lie Leu Phe Leu Ala Thr Glu Gin Glu Val lie Asp 
65 70 75 80 

Gly Thr Asn Asn Thr Lys Ala Val Thr Pro Ala Thr Leu Ala Thr Arg 
85 90 95 

Leu Ser Tyr Pro Asn Ala Thr Glu Ala Val Tyr Gly Leu Thr Arg Tyr 
100 105 . 110 



16/28 



DE 103 07 793 A1 2004.09.02 

Ser Thr Asp Asp Glu Ala lie Ala Gly Val Asn Asn Glu Ser Ser lie 

115 120 125 

Thr Pro Ala Lys Phe Thr Val Ala Leu Asn Asn Val Phe Glu Thr Arg 
130 135 140 

Val Ser Thr Glu Ser Ser Asn Gly Val lie Lys lie Ser Ser Leu pro 
145 150 155 160 

Gin Ala Leu Ala Gly Ala Asp Asp Thr Thr Ala Met Thr Pro Leu Lys 
165 170 175 

Thr Gin Gin Leu Ala Val Lys Leu lie Ala Gin lie Ala Pro Ser Lys 
180 185 190 

Asn Ala Ala Thr Glu Ser Glu Gin Gly Val lie Gin Leu Ala Thr Val 
195 200 205 

Ala Gin Ala Arg Gin Gly Thr Leu Arg Glu Gly Tyr Ala lie Ser Pro 
210 215 220 

Tyr Thr Phe Met Asn Ser Thr Ala Thr Glu Glu Tyr Lys Gly Val lie 
225 230 235 240 

Lys Leu Gly Thr Gin Ser Glu Val Asn Ser Asn Asn Ala Ser Val Ala 
245 250 255 

Val Thr Gly Ala Thr Leu Asn Gly Arg Gly Ser Thr Thr Ser Met Arg 
260 265 270 

Gly Val Val Lys Leu Thr Thr Thr Ala Gly Ser Gin Ser Gly Gly Asp 
275 280 285 

Ala Ser Ser Ala Leu Ala Trp Asn Ala Asp Val lie His Gin Arg Gly 
290 295 300 

Gly Gin Thr lie Asn Gly Thr Leu Arg lie Asn Asn Thr Leu Thr lie 
305 310 315 320 

Ala Ser Gly Gly Ala Asn lie Thr Gly Thr Val Asn Met Thr Gly Gly 
325 330 335 



Tyr lie Gin Gly Lys Arg Val Val Thr Gin Asn Glu He Asp Arg Thr 
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340 345 350 



lie Pro Val Gly Ala lie Met Met Trp Ala Ala Asp Ser Leu Pro Ser 
355 360 365 

Asp Ala Trp Arg Phe Cys His Gly Gly Thr Val Ser Ala Ser Asp Cys 
370 375 380 

Pro Leu Tyr Ala Ser Arg He Gly Thr Arg Tyr Gly Gly Ser Ser Ser 
385 390 395 400 

Asn Pro Gly Leu Pro Asp Met Arg Gly Leu Phe Val Arg Gly Ser Gly 
405 ■ 410 415 

Arg Gly Ser His Leu Thr Asn Pro Asn Val Asn Gly Asn Asp Gin Phe 
420 425 430 

Gly Lys Pro Arg Leu Gly Val Gly cys Thr Gly Gly Tyr val Gly Glu 
435 440 445 

Val Gin Lys Gin Gin Met Ser Tyr His Lys His Ala Gly Gly Phe Gly 
450 455 460 

Glu Tyr Asp Asp Ser Gly Ala Phe Gly Asn Thr Arg Arg Ser Asn Phe 
465 470 475 480 

Val Gly Thr Arg Lys Gly Leu Asp Trp Asp Asn Arg Ser Tyr Phe Thr 
485 490 495 

Asn Asp Gly Tyr Glu He Asp Pro Ala Ser Gin Arg Asn Ser Arg Tyr 
500 505 510 

Thr Leu Asn Arg Pro Glu Leu lie Gly Asn Glu Thr Arg Pro Trp Asn 

515 520 525 

He Ser Leu Asn Tyr He He Lys Val Lys Glu 
530 535 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die Schritte: 

a) Inkubieren einer Probe mit einem Bakteriophagenschwanzprotein, 

b) Nachweis von an Bakteriophagenschwanzproteine gebundenes Endotoxin. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , gegebenenfalls ferner umfassend nach Schritt a) und vor Schritt b) den zu- 
satzlichen Schritt 

a') Abtrennung der Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexe von der Probe. 
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3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei der Nachweis mittels spektroskoplscher Verfahren 
durchgefuhrtwird. 

4. Verfahren zur Entfernung von Endotoxin aus einer Probe, umfassend die Schritte: 

a) Inkubation oder in Kontakt bringen einer Probe mit Bakteriophagenschwanzproteinen, die unspezifisch oder 
gerichtet, an einem festen Trager immobilisiert sind, 

b) Trennen des Bakteriophagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexes von der Probe. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die Schritte a) und b) in einem Chromatographiesaulen-Durchfluss- 
verfahren durchgefuhrt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, wobei derfeste Trager Filtrationsmedien, Glaspartikel, Magnetpartikel, Zen- 
trifugations-, Sedimentationsmaterialien oder Fiillmaterialien fur Chromatographiesaulen sind. 

7. Verfahren nach Anspruch 4 bis 6, wobei die Bakteriophagenschwanzproteine Ober Kopplungsgruppen 
an dem festen Trager immobilisiert sind. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Kopplungsgruppe ein Lektin, Rezeptor oder Anticalin ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Kopplungsgruppe ein Streptavidin oder Avidin ist und die Bakte- 
riophagenschwanzproteine mit Biotin oder einem Strep-Tag gekoppelt sind. 

10. Verfahren nach Anspruch 4 bis 6, wobei die Bakteriophagenschwanzproteine kovalent (iber chemische 
Bindungen an dem festen Trager immobilisiert sind. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Bakteriophagenschwanzprotein ei- 
nen Strep-Tag oder einen His-Tag aufweist. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei der Tag eine Aminosauresequenz gemafi SEQ ID NO. 5, 6 oder 7 
aufweist. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei als Bakteriophagenschwanzprotein das p12-Protein des 
Phagen T4 verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Ca 24 -Konzentration in der Inkubation 
0,1 uM bis 10 mM und die Mg 2+ -Konzentration 0,1 uM bis 10 mM betragt. 

1 5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei markiertes Endotoxin aus der Bindung mit einem 
Bakteriophagenschwanzprotein verdrangt wird und das markierte Endotoxin anschiiellend nachgewiesen 
wird, 

Es folgen 9 Biatt Zeichnungen 
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AnhSngende Zelchnungen 
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Fig. 5 
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Fig. 7 
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